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Roslinne endoproteinazy cysteinowe 1 ich
roznorodne funkcje fizjologiczne

Plant cysteine endoproteinases and their multiple physiological roles

Endoproteinazy cysteinowe wydaja si¢ by¢ najwazniejszym typem endoproteinaz odpowiedzial-
nych za inicjacj¢ i intensywna hydrolize bialek zapasowych nasion towarzyszaca kietkowaniu i
weczesnej fazie wzrostu i rozwoju siewek. Enzymy te zaangazowane sa rowniez w procesy starzenia si¢
organéw 1 réznicowania elementéw przewodzacych. W odpowiedzi na niekorzystne czynniki
abiotyczne tzn. niska lub wysoka temperature, deficyt wody czy zasolenie, a takze czynniki biotyczne
wykazano zwickszong ekspresje genow kodujacych endoproteinazy cysteinowe. Przypuszcza sig, ze
funkcja tych enzymoéw nie ogranicza si¢ do eliminacji bialek zdenaturowanych, toksycznych w
przypadku infekcji patogena czy ataku owadow, a takze biatek nieprawidtowych powstatych wskutek
btedow indukowanych stresem czy tez degradacji biatek zbednych tzn. takich, ktore w okreslonej
sytuacji przestaja odgrywac rolg. Funkcja tych enzymow moze polega¢ takze na aktywacji
specyficznych biatek indukowanych stresem niezaleznie od jego charakteru. Na przyktadzie 55 odmian
i rodow pszenicy ozimej i dziesigciu odmianach pszenicy jarej wykazano, ze stopien indukcji
endoproteinaz cysteinowych odzwierciedla poziom odpornosci pszenicy jarej i ozimej na deficyt wody
i poziom tolerancji mrozowej pszenicy o0zimej.

Stowa kluczowe: endoproteinazy cysteinowe, hydroliza biatek, mrozoodpornos¢, odpornos¢ na susze,
odporno$¢ na stresy abiotyczne

Cysteine endoproteinases are recognised as the major enzymes responsible for the initiation and
subsequent massive hydrolysis of seed storage proteins during germination and early seedling growth
and development. These enzymes are also involved in such important processes as organ senescence
and xylogenesis. In response to unfavourable environmental conditions like low and high temperature,
water deficit and salinity as well as to biotic stresses, the up-regulation of expression of genes encoding
cysteine endoproteinases has been shown. Their supposed physiological function is not restricted to
removal of denatured proteins, toxic in cases of pathogen infection or insect attack, abnormal proteins
resulting from the stress-induced changes and to degradation of proteins no longer required by a cell in
a new metabolic state. Another important function of these enzymes may be linked to activation of
stress-induced non-specific proteins. On the basis of experiments carried out on 55 cultivars and strains
of winter wheat and on ten cultivars of spring wheat it has been shown that the induction of cysteine
endoproteinases was significantly correlated with the level of drought tolerance of spring and winter
wheat as well as with the level of frost tolerance of winter wheat.
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WSTEP

Proteinazy cysteinowe sg stale powickszajgca sie grupa enzymoéw Kkatalizujacych
reakcje hydrolizy wigzan peptydowych. Enzymy te powszechnie wystepuja w $wiecie
roslin, zwierzat, grzybow i bakterii. Nazewnictwo proteinaz cysteinowych z jednej strony
opiera si¢ na budowie centrum aktywnego, a z drugiej na miejscu hydrolizy tancucha
biatkowego. Endoproteinazy zawierajg reszt¢ cysteiny w centrum aktywnym, a ich
inhibitorami diagnostycznymi sg jodooctan, jodoacetamid i E64 (Callis, 1995). Proteinazy
cysteinowe moga hydrolizowa¢ wigzania zarowno wewnatrz tancucha biatkowego, a tym
samym nalezg do endoproteinaz (EC 3.4.22), jak i mogg hydrolizowa¢ wigzania peptydowe
sgsiadujace z koncowa grupg karboksylowg tancucha polipeptydowego, stad
klasyfikowane sa jako karboksypeptydazy (EC 3.4.16 do 3.4.18), a takze hydrolizuja
wigzania peptydowe sgsiadujgce z koncowa grupa aminowg tancucha biatkowego petnig
wigc rolg aminopeptydaz (EC 3.4.11).

Rawlings i Barrett (1993) zaproponowali rozszerzenie klasyfikacji endoproteinaz dzie-
lac endoproteinazy na typy i rodziny. Typ charakteryzuje enzymy w oparciu o centrum
odpowiedzialne za kataliz¢ np. typ cysteinowy, aspartylowy, metalojonowy itp. Natomiast
rodzina obejmuje grupe enzyméw w ktorej kazdy przedstawiciel wykazuje ewolucyjne
podobienstwo oparte o sekwencje aminokwasowe catego biatka i sekwencje odpo-
wiedzialne za aktywnos$¢ katalityczng. Klasyfikacja ta jest uzywana coraz powszechniej.
Zgodnie z nig wyrozniono czternascie rodzin enzymow cysteinowych, w tym tylko dwie:
papainowa i legumainowa wystepuja u roslin wyzszych.

W $wietle najnowszych badan wydaje si¢, ze endoproteinazy cysteinowe s3g najwaz-
niejszym typem endoproteinaz odpowiedzialnych za inicjacje i pozniejszg intensywna
hydrolize biatek zapasowych nasion towarzyszaca kietkowaniu i wczesnej fazie wzrostu i
rozwoju siewek (Shevery i in., 1995; Schlereth i in., 2000, 2001; Shutov i Vaintraub, 1987).
Ponadto enzymy te zaangazowane sg w procesy ksylogenezy, reprodukcji oraz starzenia si¢
organéw (Cercos i in., 1993; Funk i in., 2002; Wagstagff i in., 2002). Ich udziat zaobserwo-
wano rowniez w odpowiedzi ro$lin na dziatanie r6znych streséw srodowiskowych zaré6wno
biotycznych, jak i abiotycznych (Guerrero i in., 1990; Mittler i in., 1997; del Pozo i Lam,
1998). Udziat enzymow cysteinowych w tak roznych procesach wskazuje na role regulacyjna
tych enzymow w degradacji bialek roslinnych.

FUNKCJE ROSLINNYCH ENDOPROTEINAZ CYSTEINOWYCH

Hydroliza bialek zapasowych nasienia

Biatka zapasowe s3 zdeponowane w klasycznych tkankach zapasowych, takich jak
komorki mezofilu liScienia u dwulisciennych, bielmo ziarniakoéw zbdz i osie zarodkowe
nasion.

Glownymi biatkami zapasowymi ziarniakow zb6z sg gromadzone w bielmie prolaminy,
ktérych nazwa pochodzi od wysokiej zawartosci proliny i glutaminy (Shewry in., 1995).
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Tabela 1

Roslinne endoproteinazy cysteinowe: symbole enzymow, genéw, nazwa rosliny (w ktérej zostaly
wykryte) i lokalizacja enzymu
Cysteine endoproteinases of plants: designations of enzymes, genes, plants of detection and locations

within a plant

Nazwa proteinazy Symbol genu Nazwa ro$liny Miejsce lokalizacji
Proteinase Gene Plant Location
REP-1 OSEP3A Oryza sativa Sgggaerg“\(/vsgoertgag\slvne
EP-A 797023 Hordeum vulgare l;ﬂ(l:;ger:’arslon
EP-B Hordeum vulgare 2:%'8;3 erm
CPR1 XT75749 Vicia sativa te)r'%'crg‘;erm
CPR2 730338 Vicia sativa gaﬂgggerm
Proteinaza A 234859 Vicia sativa bielmo
Proteinase A endosperm
Cpr4 799172 Vicia sativa le’r'fd'c'gg orm
Vspb2 AJO07743 Vicia sativa te)r'%'crg‘;erm
Proteinaza B 734899 Vicia sativa bielmo
Proteinase B endosperm
Gl Glycine max gﬂgqsgerm
C1 Glycine max grlwiil?sgerm
Oryza_my Oryza sativa bielmo
Orysains endosperm
CysP rd2la Arabidopsis :g:gzm?s
CysP rd10a Arabidopsis ggzgg:m?s
CysP TPE4A Pisum sativum Sgggae"t‘;’“%ee“g:g%"s"”e
Ep-cl X56753 Phaseolus zi‘/?éma
Cys-EP AF050756 Vinga mungo, g;%ae’;gtﬁleeng:g%";’”e
Vicia sativa rycynosomy
Phaseolus vulgaris ricinosomes
. mtode liscie
33 kdacp mirl Zea mays young leaves
Pscypl5a Pisum sativum z:ll?r\i\e/‘all(lo morkowa
Xcpl Arabidopsis i;{;?nm
Xcp2 Arabidopsis ksylem
xylem
Sag12 Arabidopsis :::\;Z s
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Sa nimi: hordeiny jeczmienia, zeiny kukurydzy, gliadyny pszenicy, aweniny owsa i
sekaliny zyta. Proteoliza tych bialek podczas kielkowania jest poczgtkowo wynikiem
aktywnos$ci endoproteinaz, a powstajace oligopeptydy sa substratami dla egzopeptydaz,
ktdre odcinaja aminokwasy od kofica aminowego (N) lub karboksylowego (C). Enzymy
proteolityczne odpowiedzialne za hydrolize¢ biatek zapasowych sg albo syntetyzowane
podczas rozwoju ziarniaka i przechowywane w bielmie lub sa syntetyzowane i wydzielane
z warstwy aleuronowej i tarczki zarodkowej podczas kietkowania (Simpson, 2001).
Badania przeprowadzone na czterodniowych siewkach jeczmienia wykazaty, ze w
uruchamianie bialek zapasowych zaangazowanych jest 27 endoproteinaz cysteinowych
sposrod czterdziestu dwoch endoproteinaz zwigzanych z kietkowaniem (Zhang i Jones,
1995). Endoproteinazy cysteinowe sg tez najwazniejsza grupg endoproteinaz w kietku-
jacych ziarniakach kukurydzy (de Barros i in., 1994) i pszenicy (Bottari i in., 1996), a ich
aktywnos$¢ stanowi okoto 90% calkowitej aktywnoSci proteolityczne;j.

Podczas kietkowania ziarna zboz, mobilizacja rezerw zdeponowanych w wakuolach
zapasowych (PSV, protein storage vacuoles) nastgpuje w trzech etapach (Enari i Sopanen,
1986). W pierwszej fazie bialka zapasowe zdeponowane w warstwie aleuronowej sg
degradowane do aminokwasow. W drugiej fazie wolne aminokwasy wykorzystywane sg
do syntezy de novo hydrolaz wydzielanych z warstwy aleuronowej lub tarczki zarodkowej
do bielma (Bethke i in., 1996). W trzecim etapie hydrolazy te trawig biatka zapasowe
bielma wytwarzajac produkty dostepne dla tarczki zarodkowej. We wczesnym etapie
kietkowania, zarodek syntetyzuje gibereliny, ktére przemieszczaja si¢ do warstwy
aleuronowej i sg sygnatem alarmowym do syntezy wielu enzyméow hydrolitycznych w tym
endoproteinaz (Diaz i in., 1993).

Podczas kietkowania nasion ro$lin dwuliciennych takich jak Vigna mungo, Vicia
sativa, Phaseolus vulgaris, ktorych biatkami zapasowymi sg gtownie globuliny, urucha-
mianie rezerw ograniczone jest poczatkowo do osi zarodkowej i odpowiedzialne za te
procesy sa endoproteinazy cysteinowe zmagazynowane podczas formowania nasion i
przechowywane w osiach zarodkowych (Mintz 1996; Schlereth i in., 2000, Schlereth i in.,
2001). Pozniejsza, intensywna hydroliza bialek zachodzi po zsyntetyzowaniu de novo
innych enzyméw proteolitycznych, wérdd ktorych gtowna role odgrywaja podobnie jak u
roslin jednolisciennych endoproteinazy cysteinowe. Jak dotad nie ma dowodow na to, aby
uruchamianie rezerw nasiennych roslin dwulisciennych bylo pod kontrola hormonalna
zarodka, chociaz taka mozliwo$¢ byla sugerowana (Bewley, 1994).

Badania nad uruchamianiem rezerw nasiennych pozwolity scharakteryzowac i opisaé
wiele endoproteinaz cysteinowych, ktorych naturalnymi substratami sa biatka zapasowe
nasion. Wedlug Shutova i Vaintrauba (1987) mobilizacja rezerw nasiennych roslin
dwulisciennych jest inicjowana przez proteinazy papainowe typu CPRs, a nast¢pnie
kontynuowana przez enzymy z rodziny legumainowej przy wspotudziale karbo-
ksypeptydaz. Pierwszoplanowa rol¢ endoproteinaz zarowno z rodziny papainowej, jak i
legumainowej potwierdzili Fischer i wsp. 2000, Schlereth i wsp. 2001 oraz Tiedeman i
wsp. 2001 w mobilizacji rezerw nasiennych roslin dwulisciennych — globulin
wystepujacych w nasionach grochu (Pisum sativum), soi [Glycine max (L) Merr] i fasoli
(Phaseolus vulgaris L.) w roznych etapach kietkowania i wzrostu siewki. U ro$lin
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motylkowych, najwczesniej stajg si¢ aktywne endoproteinazy cysteinowe CPR1 i CPR2
syntetyzowane w osiach zarodkowych oraz w trakcie rozwoju liscienia. Ich obecnos¢
stwierdzono réwniez w merystemach korzeni, w komorkach epidermalnych i prokam-
bialnych (Tiedemann i in., 2001). Proteinazy A i CPR4 wystepuja dopiero po rozpoczgciu
degradacji globulin przez inne proteinazy (Fischer i in., 2000). Glicyniany i B-kongli-
cyniany, bialka zapasowe soi, degradowane sg odpowiednio przez endoproteinazy
cysteinowe G1i C1 (Diaz i in., 1993).

W hydrolizie hordein, bialek zapasowych jeczmienia, uczestnicza co najmniej trzy
endoproteinazy cysteinowe: endoproteinaza EP-B (masa czgsteczkowa 30 kDa), EP-A
(masa czasteczkowa 37 kDa) oraz endoproteinaza o masie 31 kDa (Phillips i Wallace,
1989; Holwerda i Rogers, 1992; Zhang i Jones, 1996; Ho i in., 2000). Pierwsze dwadzie$cia
dwa aminokwasy N-domeny endoproteinazy EP-B sa, az w dziewig¢édziesigciu procentach
homologiczne z sekwencjg aminokwasowa endoproteinazy EP-A (Koehler i Ho, 1990).
Przypuszcza si¢, ze enzymy te mogg uczestniczy¢ w modyfikacji innych enzymow
hydrolitycznych np. B-amylazy, przyczyniajac si¢ tym samym do rozluzniania wigzah
wewnatrz enzymu, co prowadzi do zwigkszenia jego aktywnosci (Koehler i Ho, 1990).
Gluteiny ryzu degradowane sg przez endoproteinaze cysteinowg REP-1, ktorej sekwencja
aminokwasowa jest w 75% homologiczna z sekwencja aminokwasowa endoproteinazy
cysteinowej EP-B jeczmienia. W kietkujacych nasionach ryzu wyodrebniono dodatkowo
cztery inne endoproteinazy cysteinowe (oryzainy a,f,y oraz pRP80), ale ich naturalne
substraty nie sg znane (Ho i in., 2000).

Roéznicowanie elementow naczyniowych

Proces roznicowania elementéw ksylemu zwigzany jest z degradacja zawartos$ci
komorki oraz lignifikacja i grubieniem $cian komoérkowych. Autoliza komoérki prowadzi
do zmiany jej funkcji z typowo zapasowej do przewodzacej wodg i sole mineralne. Podczas
ksylogenezy zaobserwowano zwigkszong znamiennie aktywno$¢ ekspresji genow i mRNA
kodujacego endoproteinaze cysteinowa syntetyzowana w wakuolach ksylemu (Ho i in.,
2000; Beers i Freeman 1997; Funk i in., 2002).

W réznicowanie elementdw naczyn zaangazowane sg dwie papainowe endoproteinazy
XCP1 i XCP2. Syntetyzowane sa one jako prepropetydy (forma nieaktywna), a ich
aktywacja nastgpuje po odci¢ciu domen pre i pro. N-domena z sekwencja sygnalowa
umozliwia translokacj¢ tych endoproteinaz do $wiatta retikulum endoplazmatycznego.

Starzenie organow

Proces starzenia jest koncowa faza rozwoju wielu komorek. Starzenie zwigzane jest z
degradacja materialu komoérkowego oraz dezintegracjg organelli prowadzac do zmian
strukturalnych, biochemicznych i molekularnych (Huang i in., 2001). Gtéwnym miejscem
degradacji materiatu komoérkowego: bialek, kwasow nukleinowych, oligosacharydow sa
wakuole w ktorych zgromadzone sg liczne enzymy hydrolityczne w tym m.in.
endoproteinazy cysteinowe gtownie z rodziny papainowej (Cercos i in., 1993). Proteoliza
biatek w procesie starzenia koordynuje degradacje makroczasteczek i remobilizacje do
rosnacych czesci rosliny, dojrzewajacych nasion lub organéw zapasowych (Wagstaffi in.,
2002). Starzenie lisci regulowane jest czynnikami srodowiskowymi (m.in. ekstremalna
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temperatura, suszg, brakiem skladnikow pokarmowych, infekcja patogena) lub podlega
kontroli genetycznej (m.in. wiek i poziom hormonow). Ré6wniez procesy rozwojowe np.
dojrzewanie owocOw 1 nasion przyczyniajg si¢ do przyspieszenia procesu starzenia lisci.
Molekularny mechanizm starzenia nie zostat dobrze poznany, przypuszcza si¢, ze jest
zwigzany z indukcjg ekspresji specyficznych genow i produkcja specyficznych biatek.
Wyodrebniono kilka klas genow SAGs (senescence-associated-genes) kodujgcych enzymy
degradacyjne w tym endoproteinazy cysteinowe m.in SAG 12 w liSciach Arabidopsis
(Cercos i in., 1993; Wagstaff i in., 2002).

Udzial endoproteinaz w odpowiedzi na stresy biotyczne

Analogicznie do komoérek zwierzecych, komorki roslinne mogg inicjowac programo-
wang $mier¢ komorki (PCD) w wyniku infekcji przez patogena, wirusy oraz wydzielania
toksyn przez grzyby (Mlejnek i Prochazka, 2002). Wyrdézniamy dwa typy odpowiedzi
roslin na atak patogena. U ro$lin odpornych istnieje pierwszy rodzaj reakcji okreslany jako
nadwrazliwy (HR, hypersensitive response) i jest zwigzany z gwattowna $miercig komorki
w pierwotnym miejscu infekcji. U ro$lin wrazliwych wystepuje drugi typ odpowiedzi w
ktorym komorki wolniej zamieraja, a infekcja postepuje stopniowo. Apoptozie towarzyszy
zwiekszona przepuszczalno$¢ bton, kondensacja jadra koméorkowego oraz wypltyw jondw
wapnia (Lam i del Pozo, 2000). Obecnie posiadamy mato informacji o programowane;j
$mierci komorki u roslin w odréznieniu od dobrze poznanych i opisanych procesow
wystepujacych w komorkach zwierzgcych. U zwierzat sygnalizacja prowadzi do aktywacji
kaspaz, enzymoéw z rodziny endoproteinaz cysteinowych hydrolizujacych wigzania z
resztami asparaginowymi. Czynniki wplywajace na $§mier¢ komorki stymulujg uwalnianie
cytochromu ¢ z mitochondriéw do cytozolu i wigzanie z biatkiem Apafl (apoptotic
protease activating factor). W wyniku tego procesu uwalniania jest energia w postaci
ATP/dATP, ktora aktywuje kolejna kaspaze-9 (Mlejnek i Prochazka, 2002).

Powstaje wigc pytanie, czy analogiczne roslinne endoproteinazy podobne do kaspaz
(CLPs) pelnig zblizong funkcje¢ do endoproteinaz cysteinowych wystepujacych w
komorkach zwierzecych. Dane dotyczace wystepowania CLPs w roslinach sg stale
posrednie i gtownie oparte na efekcie specyficznych inhibitoréw. Po raz pierwszy efekt
zastosowania specyficznych inhibitorow kaspaz u tytoniu zostat opisany przez del Pozo i
Lam (1998). Zastosowany inhibitor Ac-DEVD-CHO (specyficzny dla kaspazy-3) oraz Ac-
YVAD-CMK (specyficzny dla kaspazy-1) wyizolowany z Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (patogen fasoli) spowodowal zniesienie nadwrazliwej reakcji (HR) w
komorkach tytoniu. W ostatnich badaniach wykazano, ze mechanizm regulujacy PCD w
komorkach roslinnych i zwierzecych jest bardzo zblizony: Zhao i wsp. (1999) udowodnili,
ze cytochrom c, pochodzacy od zwierzat jest w stanie aktywowac¢ endoproteinazy roslinne
podobne do kaspaz. W aktywacji roslinnych endoproteinaz podobnych do kaspaz bierze
udziat izopentydyloadenozyna (iPA) (Mlejnek i Prochazka, 2002).

W odpowiedzi na atak owaddw z rodzaju Lepidoptera odporne genotypy kukurydzy
syntetyzujg unikalng endoproteinaze cysteinowg o masie 33 kDa, kodowang przez mirl, w
ktorej C domeng stanowi 25 aminokwasdéw o nieznanej sekwencji odpowiadajacej
sekwencji kodowanej przez geny mir2 i mir3 (Pechan i in., 2002). Badania udowodnity, ze
larwy karmione genotypami kukurydzy odpornej hamuja wzrost owada o ok. 50%.
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Mechanizm hamowania wzrostu larw prawdopodobnie jest zwigzany z katalizg toksycz-
nych czastek substratu obecnego zarowno w owadach jak i ro$linach. Przypuszcza si¢
réwniez, ze ta endoproteinaza degraduje blong owada i zwigksza podatnos¢ larw na wirusy.
Synteza owej specyficznej endoproteinazy cysteinowej 33 kDa zachodzi w rozwijajacych
si¢ lisciach. Prawdopodobnie endoproteinaza ta moze stanowi¢ takze mechanizm obronny
roslin w odpowiedzi na atak owadow (Pechan i in., 2000).

Udzial endoproteinaz w odpowiedzi na stresy abiotyczne

Programowana $mier¢ komorki moze towarzyszy¢ rowniez procesom wywotanym
przez stresy Srodowiskowe m.in. niskg temperature, zasolenie, czy susz¢ prowadzace do
stresu oksydacyjnego (Solomon i in., 1999). Dos$wiadczenia przeprowadzone na
komorkach soi, poddanych stresowi oksydacyjnemu indukujacemu apoptoze wykazaty, ze
programowanej $mierci komorki towarzyszy wzrost aktywnosci endoproteinaz
cysteinowych i mozliwe zmiany aktywno$ci genéw kodujacych inhibitory proteinaz
(Solomon i in., 1999). Autorzy sugeruja, ze rosliny posiadaja zdolno$¢ kontrolowania
apoptozy poprzez modyfikacje¢ aktywnosci endoproteinaz cysteinowych.

Dehydratacja komorki, spowodowana zaréwno dziataniem zbyt wysokiej lub zbyt
niskiej temperatury na rosling, susza glebowa lub atmosferyczng, a takze w wyniku
zasolenia zazwyczaj prowadzi do zmian w natywnej konformacji biatek lub utraty ich
aktywnosci. Dlatego zdolnos¢ rosliny do tolerowania odwodnienia musi by¢ zwigzana z
efektywnymi mechanizmami reperujagcymi uszkodzone biatka, usuwajacymi zdenaturo-
wane biatka i w ten sposdb zapobiegajacymi powstawaniu uszkodzen metabolicznych oraz
usuwajacymi biatka zbedne tzn. takie, ktore w okre§lonej sytuacji metabolicznej przestaja
odgrywa¢ swoja specyficzng rolg (Ingram i Bartels, 1996). Odpowiedzia metaboliczng
rosliny na stresy srodowiskowe jest indukcja endoproteinaz cysteinowych.

Zardéwno niska dodatnia temperatura (chlodowa), jak i wysoka temperatura powoduje
zwigkszenie ekspresji genu kodujacego endoproteinaze cysteinowg (C14) w owocach
pomidora (Schaffer i Fischer, 1988, 1990). Autorzy sugeruja, ze enzym ten moze
degradowac¢ biatka zdenaturowane przez ekstremalne temperatury.

U grochu zidentyfikowano kilka genéw kodujacych endoproteinazy cysteinowe m.in.
PsCypl5a, ktoéry jest zwigzany z adaptacja komorek do zmieniajacego si¢ turgoru
(Guerrero i in., 1990). Ponadto autorzy ci uwazaja, ze endoproteinazy cysteinowe moga
zmienia¢ metabolizm poprzez przyspieszenie obrotu biatek (protein turnover) lub przez
aktywacje specyficznych biatek. W wyniku degradacji biatek wystepujacych w wakuoli
organdow wegetatywnych i zwigkszonemu st¢zeniu aminokwasow zachodzi obnizenie
potencjalu wody. Dalsze badania wykazaly, ze zwigkszong ekspresj¢ genu PsCyplbsa
obserwuje si¢ w warunkach zasolenia i suszy, ale nie obserwuje si¢ zwigkszenia jego
ekspresji w odpowiedzi na zranienie, kwas giberelinowy, chtéd i wysoka temperature
(Jones i Mullet, 1995). Endoproteinaze CYP15a zlokalizowano w $cianach komorkowych,
natomiast nie stwierdzono jej w wakuoli, gdzie wystepuje w formie nieaktywnego pro-
enzymu, ktorego aktywacja zachodzi pod wplywem obnizajacego si¢ pH w wyniku
deficytu wody. Autorzy przyznaja, ze funkcja tego enzymu pozostaje nie w pelni
wyjasniona. Transkrypt genu PsCYP15a zostal wykryty roéwniez w brodawkach
korzeniowych grochu (Vincent i Brewin, 2000). Enzym ten w przeciwienstwie do li§ci
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wystepuje wylacznie w wakuolach i1 pecherzykach cytoplazmatycznych, natomiast nie
stwierdzono jego obecnosci w $cianach komoérkowych. Jego funkcja rowniez nie zostata
sprecyzowana. Autorzy wysuwaja przypuszczenie, ze enzym ten bierze udzial w przebu-
dowie biatek ro§linnych: aminokwasy uzyskane z hydrolizy bialek nieuzytecznych moga
zosta¢ wykorzystane do syntezy biatek indukowanych przez stres np. akwaporyn.

Woazrastajacy deficyt wody w pedach Arabidopsis thaliana powoduje zwiekszenie
aktywnosci endoproteinaz cysteinowych (r10A i r21A) kodowanych przez geny rd
(responsive to desiccation). Mechanizm aktywowania tych gendéw nie zostal poznany
(Koizumi i in., 1993). Przypuszcza si¢ jednak, Ze istniejg co najmniej dwa szlaki
transdukcji sygnalu deficytu wodnego. Pierwszy, zalezny od ABA, kiedy w wyniku
wzrastajacej akumulacji ABA zachodzi zwigkszona ekspresja genéw oraz drugi, nie-
zalezny od ABA, w ktérym obnizony turgor komorki roslinnej jest prawdopodobnie
sygnatem do zwickszenia ekspresji genéw rd. Podobnie niska temperatura zwigksza
ekspresje tych genow u A. thaliana (Koizumi i in., 1993). Funkcja endoproteinaz r10A i
r21A réwniez nie zostala poznana. Autorzy przychylaja si¢ do sugestii wysunigtej przez
Schaffera i Fishera (1988, 1990), ze enzymy te mogg degradowa¢ biatka zdenaturowane
przez stres.

W odpowiedzi na deficyt wody aktywnos¢ endoproteinaz wakuolarnych w li§ciach
pszenicy zwigksza si¢ siedmiokrotnie (Zagdanska i Wisniewski, 1996). Dominujacy udziat
(okoto 50%) endoproteinaz serynowych w catkowitej proteolizie praktycznie nie ulega
zmianie, natomiast dwukrotnie zwicksza si¢ udziat endoproteinaz cysteinowych przy
dwukrotnie zmniejszonym udziale endoproteinaz aspartylowych. Badania przeprowadzone
na dziesi¢ciu odmianach pszenicy jarej roznigcych sie zdolnosciag do tolerowania
odwodnienia i do aklimatyzacji wykazaly, ze wysoka tolerancja odwodnienia pszenicy
zaro6wno w fazie strzelania w zdzbto, jak i kloszenia wiaze si¢ ze zmniejszong aktywnos$cia
endoproteinaz cysteinowych (Wisniewski i Zagdanska, 2001). Z kolei badania
przeprowadzone na 55 odmianach i rodach pszenicy ozimej o zréznicowanej odpornosci
na mrdz wykazaty wysoka korelacje (r = 0,86) z odpornoscia tych pszenic na deficyt wody
(Grudkowska in., 2001). Po okresie aklimatyzacji do mrozu, aktywnos$¢ endoproteinaz
cysteinowcych odmian odpornych nie ulegala zmianie lub nawet zmniejszata si¢, a u
odmian nieodpornych aktywno$¢ tych enzymow zwigkszala sie. Aktywno$¢ endoproteinaz
cysteinowych u wszyskich badanych odmian byla wysoce negatywnie skorelowana z
poziomem mrozoodpornosci badanego materiatu (r = -0,86). Przeprowadzone badania
jednoznacznie wykazaty, ze stopien indukcji endoproteinaz cysteinowych odzwierciedla
poziom odpornos$ci pszenicy jarej i ozimej na deficyt wody i poziom tolerancji mrozowej
pszenicy ozimej. Postuzyty one takze do opracowania prostego i niezbyt kosztownego testu
laboratoryjnego umozliwiajacego szybka selekcje materiatéw hodowlanych pszenicy
odpornych na mroéz i susze (Grudkowska in., 2002).

Jak wynika z przedstawionego przegladu literatury, odpowiedzig rosliny zaré6wno na
stresy abiotyczne, jak i biotyczne jest indukcja genow kodujgcych endoproteinazy
cysteinowe. Jednakze ich naturalne substraty i funkcja nie jest dotychczas poznana.
Wiadomo, ze aktywnos$¢ proteolityczna roslin moze by¢ regulowana przez specyficzne
biatka inhibitorowe proteinaz, a ich funkcja polega na obronie rosliny przed organizmami
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roslinozernymi. Jednakze ostatnie badania wykazaty, ze biatko BnD22 u rzepaku i WSCP
u kalafiora indukowane zarowno przez deficyt wody, jak i zasolenie sg biatkami
nalezacymi do rodziny biatek inhibitorowych proteinaz typu Kuniz (Downing i in., 1992,
Nishio i Satoh 1997). Moze to oznaczaé, ze aktywnos¢ niektorych proteinaz jest hamowana
w warunkach stresu, podczas gdy aktywno$¢ innych proteinaz jest indukowana. W $wietle
tych danych nie jest jasne, czy indukcja endoproteinaz cysteinowych, zwigzanych m.in. z
programowang $miercig komorki moze mie¢ jakiekolwiek znaczenie w aklimatyzacji
ro$liny do niekorzystnych warunkow Srodowiska. Powstaje wigc pytanie, czy zwigkszona
aktywnos$¢ tych enzymow moze mie¢ znaczenie w tolerancji odwodnienia poprzez
usuwanie skutkow stresu czy tez jest konsekwencjg dziatania streséw $srodowiskowych
prowadzacych do powstania uszkodzen i tym samym do zainicjowania programowanej
$mierci komorki, jak to sugeruje Fukuda (1996). Mozna tez podejrzewac, ze genetycznie
uwarunkowana odpowiedz ro$liny na stresy abiotyczne jest odzwierciedleniem
intensywnosci usuwania zbg¢dnych lub uszkodzonych biatek na drodze proteolizy
wakuolarnej, a w przypadku silnego lub dtugotrwalego stresu endoproteinazy cysteinowe
indukujg programowang $mier¢ tych komorek i organow, ktore nie decydujg o przezyciu
rosliny. Poszukiwanie odpowiedzi na te pytania stwarza nowe perspektywy badawcze,
mogace znalez¢ praktyczne zastosowanie w ukierunkowanej hodowli roslin.
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